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COMPOSITION P HARMAC EUT I QUE COMPRENANT DU NO OU 
AU MOINS COMPOSE CAPABLE DE LIBERER OU D ■ INDUIRE LA 
FORMATION DE NO DANS LES CELLULES . 

L ' invention a pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant du NO ou au moins compose capable 
de liberer ou d'induire la formation de NO dans les 
cellules, pour le traitement ou a la prevention des 
dystrophies musculaires . La presente invention concerne 
plus particulierement le traitement des maladies ou un gene 
adulte est defectueux, comme la Dystrophie musculaire de 
Duchenne (DMD) , consistant a reactiver le gene fcetale 
homologue audit gene adulte. L' invention se rapporte a 
1 ' utilisation de NO ou d 1 un compose capable de liberer ou 
d'induire la formation de NO dans les cellules pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement ou a la 
prevention des dystrophies musculaires. 

Les travaux realises sur la drepanocytose et la 
thalassemie ont mis en evidence que 1 * hydroxy- uree et le 
butyrate sont capables de reactiver 1* expression du gene 
foetal de 1 ' hemoglobine . Ce resultat pourrait etre explique 
par des phenomenes metaboliques communs . Le cycle de l'uree 
et le cycle de Krebs sont couples et si l'hydroxy-uree 
interfere avec le cycle de l'uree, elle pourrait conduire a 
une retro-regulation du cycle de Krebs, ce qui entrainerait 
une plus faible consommation de 1'acetyl-CoA et ainsi la 
formation de corps cetoniques comme le be ta-hydroxy- 
butyrate . 

Les phenomenes metaboliques associes a 
1' expression de genes foetaux correspondent a un faible 
metabolisme oxydatif et a une forte glycolyse. Ainsi, 
1' analyse histochimique de fibres musculaires fcetales a 
montre que ce sont davantage les enzymes glycolytique que 
les enzymes oxydatives qui sont exprimees . En outre, il a 



ete montre que le mode de secretion de 1 ' azote chez 
1 ' embryon est plutot ammonotelique que ureotelique ce qui 
correspond a un f onctionnement ralenti du cycle de l'uree. 
Dans ces conditions, la L-arginine, qui est un substrat 
essentiel du cycle de Puree, est detournee vers d'autres 
voies comme celles de la NO-synthase (NOS) ou de 
1 ' amidinotransf erase, conduisant ainsi a une augmentation 
des niveux d ' oxyde nitrique (NO) et de creatine chez 
1 ' embryon . 

La comprehension de ces phenomenes metaboliques 
ont conduit les inventeurs a reproduire cette situation 
metabolique chez des animaux adultes et dans des systemes 
de cellules en culture et ainsi de montrer que 
1 ' utilisation de L-arginine et de NO permettait de 
reactiver 1' expression de genes foetaux dans des tissus 
adultes de fagon a restaurer la presence et la localisation 
de proteines foetales. 

Les travaux ayant conduit a la presente 
invention ont ete realises dans le but de traiter les 
maladies de Duchenne et de Becker, mais la comprehension 
des phenomenes metaboliques rapportees ci-dessus permettent 
de les transposer aux traitement de toute maladie ou le 
gene adulte defectueux a un homologue foetal. 

La dystrophie musculaire de Duchenne, ci-apres 
designee DMD, est une maladie genetique lie au chromosome X 
dans laquelle on observe un manque d'une proteine du 
cytosquelette membranaire, la dystrophine, conduisant a une 
degenerescence musculaire progressive. Trois types de 
traitement de la DMD sont envisages aujourd'hui, un 
traitement pharmacologique avec des glucocorticoides , la 
transplantation de myoblastes et la therapie genique (10). 
11 a aussi ete propose de compenser la perte de dystrophine 
en reactivant I'expresion de I'utrophine. En effet, il 
semble que I'utrophine soit capable de realiser les memes 
fonctions cellulaires que la dystrophine et puisse ainsi 
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compenser 1' absence de dystrophyne (3, 7). L'utrophine est 
observee dans les muscles a la fois chez les patients 
atteints de DMD et chez les temoins (24) . Bien que chez 
l'adulte le gene de l'utrophine ne soit pas totalement 
eteint, l'utrophine est consideree comme l'hornologue foetal 
de la distrophyne. Ce qui change chez l'adulte est sa 
localisation : elle n'est plus trouvee dans le sarcolemme, 
oil elle est remplacee par la dystrophine, mais elle 
persiste dans les cellules satellites, les jonctions 
neuromusculaires et les capillaires (20) ou la NO-synthase 
(NOS) est particulierement abondante. Parmi les differentes 
isoformes de la NOS , il existe une forme specif ique du 
muscle, la NOS-mu, qui est une isoforme issue d'un epissage 
alternatif presentant une activite catalytique equivalente 
a celle de 1 ' isoforme neuronale (34). La NOS a ete observee 
dans le sarcolemme a la fois des fibres a contraction 
rapide et lente (17, 31). Dans le cas des souris mdx, un 
modele animal de la DMD , la NOS n'est pas ancree dans le 
sarcolemme mais delocalisee a 1 ' interieur des fibres 
musculaires (5) . II a en outre ete montre recemment que la 
localisation de la NOS a ete restauree apres transfection 
du gene de la dystrophine dans les muscles des souris mdx 
(9) . Ce qui suggere la participation de cette enzyme ou de 
son produit dans 1' assemblage du complexe proteique present 
sous le sarcolemme. 



presente invention ont montre que dans des myotubes en 
culture, la L-arginine et les compose donneurs de NO 



d'utrophine. Apres injection de L-arginine dans les 
muscles, la localisation d'utrophine au niveau de la 
membrane de la fibre musculaire apparait chez les souris 
temoins et augment e chez les souris mdx (qui presentent une 
faible sur-expression naturelle) . 



Les travaux realises dans le cadre de la 



augmente a la fois le niveau et la localisation membranaire 



Les mecanismes qui conduisent a 1' expression et 
la localisation de l'utrophine au niveau du sarcolemme ne 
sont pas clairs. Le NO pourrait etre capable de nitrer les 
tyrosines de certains facteurs de transcription qui sont 
normalement phosphoryles , favorisant ainsi I'expression de 
l'utrophine dans les myotubes et son adressage vers la 
membrane. Une autre explication pourrait etre que le NO 
agit via la production de GMPc comme suggere par la 
reduction de son action en presence d'OQD, un inhibiteur 
selectif de la guanylate cyclase. Le produits de 
degradation de la L-arginine pourrait ainsi controler 
1 ' organisation complexe des proteines sous la membrane de 
la fibre musculaire. 

L'ARNm de l'utrophine dans le muscle a ete 
observe tout au long du sarcolemme, avec une expression 
pref erentielle au niveau de la jonction neuromusculaire 
(14, 40). Jusqu'a present, deux molecules exprimees a la 
jonction neuromusculaire, l'agrine et l'hereguline 
neurales, ont ete identifiees comme capable d'augmenter 
respectivement I'expression d'utrophine dans le cytoplasme 
(15) et les niveaux d'ARNm de l'utrophine (16). Mais la 
possibility d'utiliser ces molecules dans le traitement de 
la DMD reste a demontrer. 

Le but de la presente invention est done 
d'offrir une nouvelle strategie de traitement de maladies 
resultant de la deficience d'un gene adulte en restaurant 
l'activite d'un gene foetal homologue audit gene adulte. 

Ce but est atteint grace a 1 ' utilisation de NO 
ou d'un compose capable de liberer ou d'induire la 
formation de NO dans les cellules pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement ou a la prevention d'une 
maladie resultant de la deficience d'un gene adulte chez un 
individu possedant un gene foetal homologue audit gene 
adulte . 



Plus particulierement , 1' invention vise 
1 ' utilisation de NO ou d'un compose capable de liberer ou 
d'induire la formation de NO dans les cellules pour la 
preparation d'un medicament destine a reactiver 
5 1* expression d'au moins un gene foetal dans des tissus 

adultes de fagon a restaurer la presence et/ou la 
localisation d'au moins une proteine fcetale. 

L ' utilisation selon 1 ' invention permet de 
reactiver la situation fcetale en re-exprimant la forme 
10 embryonique de la proteine codee par le gene defecteux. 

A titre d'exemple de compose capable d'induire 
la formation de NO, on peut citer tout particulierement la 
L-arginine, ou un de ses derives constituant un substrat de 
la NO-synthetase, ou encore des composes capable de liberer 
15 du NO. 

A titre de compose capable de liberer du NO, on 
peut citer, les donneurs de NO, comme la 3 
morpholinosydnonimine (SIN-1) , le ni troprusside, le 
potassium pentachloronitrosylruthenium, le S-nitroso-N- 
20 acetylpenicillamine (SNAP) , le S-nitrosogluthathione 

(SNOG) . 

II est connu que les dystrophies de Duchenne et 
de Becker sont liees a la deletion ou a la mutation d'un 
gene du chromosome X. Ainsi, la dystrophine est une 

25 proteine essentielle a la fonction musculaire, dont 

1' absence ou la mutation conduit a une degenerescence du 
muscle. La maladie evolue graduellement au fur et a mesure 
que le muscle degenere en raison de 1* absence de 
dystrophine. La presente invention vise precisement a 

30 reactiver la proteine embryonnaire qu'est l'utrophine pour 

traiter ou prevenir la DMD. Les travaux realises dans le 
cadre de la presente invention ont montre que 1' injection 
d'une composition pharmaceutique comprenant du NO ou au 
moins un compose capable de liberer ou d'induire la 

35 formation de NO dans les cellules, comme 1 ' hydroxy-uree , la 
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L-arginine, permet d'induire 1' apparition d'utrophine au 
niveau du sarcolemme de muscles dystrophique et normaux, in 
vitro sur des cultures de myo tubes . De meme in vivo, on 
observe que 1' injection d'une telle composition chez la 
souris entraine une expression importante d'utrophine au 
niveau du sarcolemme. 

En consequence, 1 ' invention se rapporte tout 
particulierement a 1 ■ utilisation de NO et/ou d 1 au moins un 
compose capable de liberer ou d'induire la formation de NO 
dans les cellules pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement ou a la prevention des dystrophies de 
Duchenne et de Becker. 

L ' utilisation de NO ou d'un compose capable de 
liberer ou d'induire la formation de NO dans les cellules 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement 
ou a la prevention d'une dystrophie musculaire resultant de 
la deficience du gene codant la dystrophine chez un 
individu possedant le gene de l'utrophine. L ' utilisation 
selon 1' invention permet de reactiver 1' expression de 
l'utrophine dans des tissus adultes de fagon a restaurer la 
presence et la localisation de cette proteine au niveau du 
sarcolemme . 

L ' invention concerne done egalement une 
composition pharmaceutique comprenant du NO ou au moins 
compose capable de liberer ou d'induire la formation de NO 
dans les cellules, associe dans ladite composition avec un 
vehicule pharmaceu t iquement acceptable, pour une 
administration per os, per cutannee, intraperitoneal, 
intraveineuse ou sous-cutanee. 

D'autres avantages et caracter istiques de 
1 ' invention apparaitront de la description qui suit 
rapportant les travaux realises dans le cadre de 
1 ' invention sur la DMD. 
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La DMD (11) la plus frequente (1 garcon sur 
3500) et la plus severe myopathie, est caracterisee par une 
perte progressive de la force musculaire, conduisant 
finalement a une fibrose marquee et une infiltration 
graisseuse. Le gene de la DMD (25) couvre environ 2300 kb 
sur la bande p21 et la plupart des mutations de la DMD sont 
des deletions intrageniques, conduisnt a 1 'absence de 
dystrophine, une proteine de 427 kD, dans le muscle des 
patients (18, 1) . La dystrophine est une large proteine du 
cytosquelette localisee a la surface interne du sarcolemme 
du muscle normal. La dystrophine est associee a un complexe 
de glycoproteines et de proteines de membrane 
respectivement denommees DAGs, designant le termes anglais 
"dystrophin-associated glycoproteins", et DAPs, designant 
15 ie termes anglais (dystrophin-associated proteins), qui 

sont considerablement reduites dans le muscle des patients 
atteints de DMD (2, 28). L 1 une des proteines, la 
syntrophine, est associee a la NOS via un domaine PDZ (4). 
Le complexe dystrophine - glycopro teine lie le 
cytosquelette subsarcolemmal a la matrice extracellulaire . 
La dystrophine est impliquee dans le maintien de la 
structure morphologique et f onctionnelle de la fibre du 
muscle strie et dans 1 ' homeostasie du calcium. 

Un transcrit autosomal de 13 kb code par un 
gene du bras long du chromosome 6 chez 1 ' homme et le 
chromosome 10 chez la souris, a ete identifie. II code une 
proteine presentant plus de 80% d'homologie avec la 
dystrophine, denommee l'utrophine, de 395 kD (23, 36). 
L'homologie entre la dystophine et l'utrophine s ■ etend sur 
toute leur longueur suggerant qu'elles derivent d'un gene 
ancestral commun. L'utrophine, comme la dystrophine, se lie 
a actine par le domaine N-terminal et le domaine C-terminal 
est hautement conserve. L'utrophine est associee a un 
complexe des proteines sarcolemmales identiques ou au moins 
35 antigeniquement similaire a ceux de la dystrophine. Sa 
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localisation est la meme que celle du recepteur a 
1 • acetylcholine , en haut des plis pos t - synapt iques . 
L'utrophine est peut etre 1 ' une des molecules du 
cytosquelette qui organise et stabilise le domaine 
cytoplasmique du recepteur de 1 ' acetylcholine . 

Les patients atteints de DMD et de dystrophie 
de Becker, (une forme moins severe de DMD) et la souris 
mdx, conserve une certaine expression de l'utrophine au 
niveau du sarcolemme (35, 20, 21, 24) probablement pour 
compenser 1 ' absence de dystrophine . Les methodes pour post- 
reguler 1' expression du gene de l'utrophine sont benef iques 
pour la fonction musculaire. Par exemple, 1 ' utilisation de 
1' expression transgenique d'abord de l'utrophine tronquee 
puis l'utrophine complete chez la souris, a permis de 
demontrer que l'utrophine peut f onctionnellement remplacee 
la dystrophine (8, 38, 39) : la surexpression d'utrophine 
conduit a la restauration de tous les composants des DAGs, 
et la performance du muscle est augmentee . La surexpression 
de l'utrophine sauve la deterioration du diaphragme, le 
muscle le plus severement atteint chez la souris mdx. Par 
ailleurs, les souris deficientes en utrophine presentent un 
phenotype de myopathie legere, come les souris mdx 
deficientes en dystrophine, mais les souris deficientes a 
la fois en dystrophine et utrophine presentent une 
myopathie severe des muscles du squelette et cardiaque 
(33). L' expression d ' un transgene de l'utrophine tronquee 
dans le muscle de souris deficientes a la fois en 
dystrophine et utrophine protege du deces et du 
developpement de tout phenotype clinique (30) . 

Au cours du developpement, l'utrophine est 
trouvee a la surface membranaire des fibres immatures chez 
les embryons normaux et est progressivement remplacee par 
la dystrophine, exceptee a la jonction neuromusculaire oil 
elle persiste (26) . Ainsi, il est possible de considerer 
l'utrophine comme l'homologue foetal de la dystrophine (36). 
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Plusieurs observations ont mis en lumiere le mecanisme qui 



gouverne le passage du gene foetal au gene adulte. Les 
patients atteints de drepanocytose ou de thalassemie qui 
presentent un gene adulte de 1 ' hemoglobine anormal ont ete 
traitees avec le butyrate ou 1 'hydoxy-uree, ce qui a 
reactive le gene foetal de 1 ' hemoglobine (32, 29, 27). II 
est possible d'escompter chez le foetus un niveau eleve de 
glycolyse (12, 6) avec un passage preferentiel de 1' acetyl - 
CoA vers les voies anaboliques. La faible phosphorylation 
oxydative devrait favoriser les voies de 1'acetyl-CoA vers 
les corps cetonigues. L ' accumulation consequente de beta- 
hydroxybutyrate pourrait alors induire 1' expression des 
genes foetaux. Comme le cycle de Krebs et le cycle de l'uree 
sont couples, la faible phophoryla t ion oxydative est 
correlee avec la faible production d'uree, laquelle peut 
aussi etre induite par un traitement a 1 ' hydroxy-uree . Ceci 
pourrait resulte en des taux , eleves de L-arginine, qui 
pourrait alors etre utilisee comme substrat de la NOS et de 
1 ' amidinotransf erase conduisant ainsi a la creatine. 
L'oxyde nitrique (NO) donnerait alors le signal de 
1' expression des genes foetaux, qui serait alors responsable 
des hauts niveaux de creatine observe dans 1' urine des 
patients atteints de DMD. Les mecanismes envisages ci- 
dessus par les invent eurs , les ont conduit a tester les 
effets de la L-arginine et de composes donneurs de NO sur 
1' expression d'utrophine. Les inventeurs ont ainsi 
demontrer que de fagon remarquable chez les souris adultes 
normales et mdx traitees chroniquement avec de la L- 
arginine, qui est un substrat de la NOS , les taux 
d'utrophine musculaires augmentaient au niveau de la 
membrane tout au long du sarcolemme. Les expereiences 
rapportees ci-apres montre que de fagon surprenante le 
traitement par la L-arginine et SIN-1 (3 
morpholinosydnonimine) , un donneur de NO, augmente les 
niveaux d'utrophine et sa localisation membranaire dans des 
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cultures de myotubes normaux et mdx. Des resultats 
similaires ont ete obtenus avec 1 ' hydroxy-uree . 

I - Methode. 

1 ) Traitement des souris . 

Trois souris adultes de 18 moisnormales (lignee 
C57 BL./6) et trois souris mdx ont regu quotidiennement une 
injection intraperitoneal de 2 00 mg/kg de L-arginine 
pendant trois semaines. Deux autres groupes de trois souris 
adultes ont servi de controle et ont regu quotidiennement 
une injection de serum physiologique . 

Les souris ont ete sacrifices par anesthesie a 
1' ether, le biceps femoris et les muscles semi-tendineux 
ont ete rapidement disseques a partir des membres 
posterieures de chaque animal et congeles dans de 1" azote 
liquide . 

2 ) Culture cellulaire . 

Des myotubes ont ete obtenus a partir d'une 
lignee cellulaire normale (NXLT) et une lignee cellulaire 
mdx comme deer it par Liberona et al . (22) et les myotubes 
C2 comme decrit par Inestrosa et al . (19). 

3 ) Immunofluorescence . 

In vivo. Apres fixation avec du methanol froid 
(-2 0°C pendant 10 minutes) , les coupes de 7 \im ont ete 
incubees pendant deux heures avec un anticorps monoclonal 
specif ique de l'utrophine (NCL-DRP 2, Novacastra) (1/10 
vol /vol) dans du PBS contenant 0,1% de saponine et 0,2% 
d'albumine bovine. Le second anticorps marque a la 
fluorosceine (N 1031, Mersham) a ete dilue (1/4000 
vol /vol) dans du PBS contenant 0,1% de saponine et incube 
pendant une heure. 
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In vitro. Les cultures ont ete traitees comme 
decrit precedemment a 1' exception du second anticorps 
marque a la fluorosceine qui a ete dilue a 1/100 vol/vol. 
La duree d' incubation a ete de 2 heures pour le premier et 
le second anticorps. 



4 ) Immunoblotting . 

Les myotubes obtenus a partir des lignees NXCT, 
XCT et C2 ont ete homogeneises avec un Polytron 
(Kinematica) dans 10 mM Tris-HCl pH 6,8, 1% Triton X-100, 
1% SDS, 0,5% deoxycholate de sodium sur glace. La quantite 
de proteines totales a ete determinee par le protocole du 
test proteique a l'acide bicinchoninique ( BCA ; Pierce). Des 
quantites equivalentes de proteine ont ete separees par 
SDS-Page sur un gel a 5%, puis electrotransf erer sur une 
membrane de nitrocellulose (Schleicher & Schuell) . Les 
membranes ont ensuite ete incubees avec le meme anticorps 
monoclonal dirige contre l'utrophine utilise pour les 
techniques d ' immunofluorescence (1/250 vol/vol). Les 
anticorps fixes ont ete detectes avec un anticorps 
secondaire de chevre anti-souris de Sanofi (1/5000 vol/vol) 
lies a la peroxydase de raifort et reveles par reaction de 
chimeluminescente (ECL, Amersham Pharmacie Biotech) . 



II - Resultats . 

II sera fait reference dans les resultats sui 
suivent aux illustrations en annexe dans lesquels : 

La figure 1 represente 1' apparition de 
l*utrophine sous le sarcolemme de souris adultes normales 
et mdx traitees chroniquemen t avec la L-arginine 
( grossissement X 300). La figure 1 montre 
1 ' immunolocalisation de l'utrophine sur la membrane des 
muscles des souris normales et mdx traitees a la L- 
arginine. (a) controle correspondant aux souris normales 
ayant regu une injection de serum physiologique ; pas 
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d'utrophine observee au niveau du sarcolemme. (b) souris 
normales traitees a la L-arginine : on observe l'utrophine. 
sous le sarcolemme. (c) controle correspondant au souris 
mdx ayant recu une injection de serum physiologique : de 
5 l'utrophine est visible au niveau du sarcolemme. (d) souris 

mdx ayant recu de la L-arginine : augmentation des niveaux 
d'utrophine sous le sarcolemme. 

- La figure 2 represente la variation 
d'utrophine dans les myotubes apres traitement impliquant 
10 l'oxyde nitrique (NO) ( grossissement X 300). A, a-h : 

lignee cellulaire normale (NXTL) . B, a ■ -h ' : lignee 
) cellulaire mdx (XLT) . Les cultures cellulaires ont ete 

traitees par exposition des myotubes differences aux 
drogues pendant 48 heures . A, a' : cultures contrdles . B, 
15 b" : L-arginine (2.10" 3 M) . C C : SIN-1 (1(T 3 M) . d, d' : 

SIN-1 (10° M) + L-arginine (1CT 3 M).e, e' : D-arginine 
(10- 3 M).f, f : L-arginine (1CT 3 M) + OQD (KT 5 M) . g, g' : 
L-NMMA (lO" 3 M) . h, h' : hydroxyuree (10 -4 M) . 

- La figure 3 represente 1 • augmentation des 
20 niveaux d'utrophine dans les myotubes NXLT, XLT et C2 par 

1' action de la L-arginine. Les analyses en immunoblot de 
l'utrophine ont ete realisees sous des conditions de 
| controle (CTRL) et apres 48 heurs de traitement avec 

2.10" 3 M de L-arginine (L-arg) . 



Les souris adultes ayant regu une injection 
intraperitoneale de L-arginine pendant trois semaines ont 
ete sacrifices. Apres sacrifice, les muscles de la cuisse 
ont ete preparees par immunocy tochimie . Apres ce 
traitement, l'utrophine a ete revelee au dessous du 
sarcolemme dans les fibres musculaires des souris normales 
comme montre sur la figure la. Le traitement avec la L- 
arginine des souris mdx a augmente le niveau d'utrophine 
deja present dans le sarcolemme (35, 21). A la fois dans 
35 les souris normales et mdx, 1 ' immunomarquage couvre le 
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sarcolemme et est present sur une partie du tissu 
interstitiel. Ce marquage est probablement du a l'utrophine 
exprime par les capillaires et les cellules satellites. 

Cet effet de l'arginine a ensuite ete etudie 
sur des myotubes en culture qui sont plus adaptes pour une 
application direct des drogues et qui evitent 
1 ' interference avec de 1'utophine non musculaire. Les 
myotubes NXLT et XLT des souris normales et mdx, 
respectivement, ont ete utilises dans des tests 
irnmunochimiques des effets de la L-arginine et du NO sur 
l'expression d'utrophine. Apres 48 heures de traitement, le 
marquage de l'utrophine a augmente lorsque 1 < on a augmente 
la synthese de NO endogene via un exces de L-arginine et 
lorsque 1 ' on a applique le SIN-1 comme montre sur la figure 
15 2 - L'utrophine a ete co-localisee avec les larges amas de 

recepteurs a 1 ' acetylcholine presents sur les myotubes 
attestant qu ' une partie du marquage est membranaire (non 
illustre en annexe). L ' augmentation du marquage de 
l'utrophine a ete aussi observe a un plus faible degre sur 
les cellules de myotubes C2 de souris et les myotubes 
primaires de rat. L • application cumulee de SIN-1 et de L'- 
arginine augmente encore le marquage de l'utrophine comme 
montre sur la figure 2. L 1 absence d' effet de la D-arginine 
rapporte sur la figure 2 demontre 1 ' implication du NO dans 
25 la methode de 1* invention. Le niveau basal d'utrophine en 

1* absence d'activite de NO-synthetase de la figure 2 a ete 
obtenu apres application de N G -methyl-L-arginine (L-NMMA) , 
qui est un inhibiteur des NOS . II est largement admis que 
les effets intracellulaires du NO sont medies a travers 
30 1' activation de la guanylate cyclase soluble .La synthese 

d'utrophine induite par le NO a ete inhibee en presence de 
ODQ (13), qui est un antagoniste specifique de la guanylate 
cyclase comme montre sur la figure 2. La figure 2 montre 
egalement que 1 ' hydroxy-uree utilisee par analogie avec le 
35 traitement de la thalassemie, augmente egalement de fagon 
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remarquable le marquage de l'utrophine. Cet effet resulte 
probablement d'une action sur 1' expression de l'utrophine. 

Afin de completer 1' analyse de 1' effet de la 
production de NO sur 1" expression d'utrophine chez les 
souris normales et mdx, les inventeurs on extraits les 
proteines des cultures de myotubes traitees ou non avec la 
L-arginine dans les memes conditions que precedemment . Les 
western-blots de la figure 3 montrent une augmentation 
claire de l'utrophine dans les deux types de lignees 
cellulaires, confirmant ainsi les donnees 
immunocytochimiques . Cette augmentation en utrophine apres 
traitement par la L-arginine a ete confirmee dans une 
lignee cellulaire de myotubes C2 (figure 3). 
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REVINDICATIONS 



1) Utilisation de NO ou d'un compose capable de 
liberer ou d'induire la formation de NO dans les cellules 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement 
ou a la prevention d'une maladie resultant de la deficience 
d'un gene adulte chez un individu possedant un gene foetal 
homologue audit gene adulte. 

2) Utilisation de NO ou d'un compose capable de 
liberer ou d'induire la formation de NO dans les cellules 
selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
medicament est destine a reactiver 1' expression d'au moins 
un gene foetal dans des tissus adultes de fagon a restaurer 
la presence et/ou la localisation d'au moins une proteine 
f oetale . 

3) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendication 1 ou 2 , caracterisee en ce que le gene foetal 
code pour la forme embryonnaire de la proteine codee par le 
gene defectueux . 

4) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le compose 
capable d'induire la formation de NO est la L-arginine, ou 
un de ses derives constituant un substrat de la N0- 
synthase . 

5) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le compose 
capable de liberer du NO, est choisi parmi les donneurs de 
NO, comme la 3 morpholinosydnonimirie (SIN-1), le 
nitroprusside, le potassium pentachloroni trosylruthenium, 
le S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP), le S- 
nitrosogluthathione (SNOG) . 
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6) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisees en ce que le gene 
defecteux est le gene de la dystrophine et le gene foetal 
est le gene de l'utrophine. 

5 

7) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisee en ce que la 
maladie resultant de la deficience d'un gene adulte est une 
dystrophie musculaire , comme la dystrophie musculaire de 

10 Duchenne ou de Becker. 



8) Composition pharmaceutique caracterisee en 
ce qu'elle comprend du NO et/ou au moins un compose capable 
de liberer ou d'induire la formation de NO dans les 
15 cellules, associe dans ladite composition avec un vehicule 

pharmaceutiquement acceptable . 
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COMPOSITION PHARMAC EUT I QUE COMPRENANT DU NO OU 
AU MOINS UN COMPOSE CAPABLE DE LIBERER OU D 1 INDUIRE LA 
FORMATION DE NO DANS LES CELLULES . 

L ' invention a pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant du NO ou au moins un compose 
capable de liberer ou d'induire la formation de NO dans les 
cellules, pour le traitement ou a la prevention des 
dystrophies musculaires. La presente invention concerne 
plus particulierement le traitement des maladies ou un gene 
adulte est defectueux, comme la Dystrophie musculaire de 
Duchenne (DMD) , consistant a reactiver le gene foetale 
homologue audit gene adulte. L' invention se rapporte a 
1 'utilisation de NO ou d'un compose capable de liberer ou 
d'induire la formation de NO dans les cellules pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement ou a la 
prevention des dystrophies musculaires. 

Les travaux realises sur la drepanocytose et la 
thalassemie ont mis en evidence que 1 ' hydroxy-uree et le 
butyrate sont capables de reactiver 1' expression du gene 
foetal de 1 • hemoglobine . Ce resultat pourrait etre explique 
par des phenomenes metaboliques communs . Le cycle de l'uree 
et le cycle de Krebs sont couples et si 1 1 hydroxy-uree 
interfere avec le cycle de l'uree, elle pourrait conduire a 
une retro-regulation du cycle de Krebs, ce qui entrainerait 
une plus faible consommation de 1'acetyl-CoA et ainsi la 
formation de corps cetoniques comme le beta-hydroxy- 
butyrate . 

Les phenomenes metaboliques associes a 
1' expression de genes foetaux correspondent a un faible 
metabolisme oxydatif et a une forte glycolyse. Ainsi, 
1' analyse histochimique de fibres musculaires fcetales a 
montre que ce sont davantage les enzymes glycolytique que 
les enzymes oxydatives qui sont exprimees. En outre, il a 




L-arginine, permet d'induire 1' apparition d'utrophine au 
niveau du sarcolemme de muscles dystrophique et normaux, in 
vitro sur des cultures de myo tubes . De meme in vivo, on 
observe que 1' injection d'une telle composition chez la 
souris entraine une expression importante d'utrophine au 
niveau du sarcolemme . 

En consequence, 1' invent ion se rapporte tout 
particulierement a 1 ' utilisation de NO et/ou d'au moins un 
compose capable de liberer ou d'induire la formation de NO 
dans les cellules pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement ou a la prevention des dystrophies de 
Duchenne et de Becker. 

L * utilisation de NO ou d'un compose capable de 
liberer ou d'induire la formation de NO dans les cellules 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement 
ou a la prevention d'une dystrophie musculaire resultant de 
la deficiency du gene codant la dystrophine- chez un 
individu possedant le gene de l'utrophine. L ' utilisation 
selon 1' invention permet de reactiver 1' expression de 
l'utrophine dans des tissus adultes de fagon a restaurer la 
presence et la localisation de cette proteine au niveau du 
sarcolemme. 

L' invention concerne done egalement une 
composition pharmaceutique comprenant du NO ou au moins un 
compose capable de liberer ou d'induire la formation de NO 
dans les cellules, associe dans ladite composition avec un 
vehicule pharmaceut iquement acceptable, pour une 
administration per os, per cutannee, intraperitoneal , 
intraveineuse ou sous-cutanee. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront de la description qui suit 
rapportant les travaux realises dans le cadre de 
1' invention sur la DMD. 



Feui^Bteetifiee 



3 

compenser 1' absence de dystrophine (3, 7). L'utrophine est 
observee dans les muscles a la f ois chez les patients 
atteints de DMD et chez les temoins (24). Bien que chez 
l'adulte le gene de l'utrophine ne soit pas totalement 
eteint, l'utrophine est consideree comme l'homologue foetal 
de la distrophine. Ce qui change chez l'adulte est sa 
localisation : elle n'est plus trouvee dans le sarcolemme, 
ou elle est remplacee par la dystrophine, mais elle 
persiste dans les cellules satellites, les jonctions 
neuromusculaires et les capillaires (20) ou la NO-synthase 
(NOS) est particulierement abondante. Parmi les differentes 
isoformes de la NOS, il existe une forme specif ique du 
muscle, la NOS-mu, qui est une isoforme issue d'un epissage 
alternatif presentant une activite catalytique equivalente 
a celle de 1 ' isoforme neuronale (34). La NOS a ete observee 
dans le sarcolemme a la fois des fibres a contraction 
rapide et lente (17, 31) . Dans le cas des souris mdx, un 
modele animal de la DMD, la NOS n'est pas ancree dans le 
sarcolemme mais delocalisee a 1 ■ interieur des fibres 
musculaires (5) . II a en outre ete montre recemment que la 
localisation de la NOS a ete restauree apres transfection 
du gene de la dystrophine dans les muscles des souris mdx 
(9) . Ce qui suggere la participation de cette enzyme ou de 
son produit dans 1' assemblage du complexe proteique present 
sous le sarcolemme. 

Les travaux realises dans le cadre de la 
presente invention ont montre que dans des myotubes en 
culture, la L-arginine et les compose donneurs de NO 
augmente a la fois le niveau et la localisation membranaire 
d'utrophine. Apres injection de L-arginine dans les 
muscles, la localisation d'utrophine au niveau de la 
membrane de la fibre musculaire apparait chez les souris 
temoins et augmente chez les souris mdx (qui presentent une 
faible sur- express ion naturelle) . 
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Plusieurs observations ont mis en lumiere le m^canisme qui 
gouverne le passage du gene foetal an gene adulte. Les 
patients atteints de drepanocytose ou de thalassemie qui 
presentent un gene adulte de 1 ' hemoglobine anormal ont ete 
traites avec le butyrate ou 1 1 hydoxy-uree , ce qui a 
r6activ6 le gene foetal de 1 ' hemoglobine (32, 29, 21). II 
est possible d'escompter chez le foetus un niveau elev£ de 
glycolyse (12, 6) avec un passage pref erentiel de l'acetyl- 
CoA vers les voies anaboliques. La faible phosphorylation 
oxydative devrait favoriser les voies de 1' acetyl -CoA vers 
les corps cetonigues . L 1 accumulation consequente de beta- 
hydroxybutyrate pourrait alors induire 1' expression des 
genes foetaux. Coirane le cycle de Krebs et le cycle de l'uree 
sont couples, la faible phophorylation oxydative est 
correlee avec la faible production d'uree, laquelle peut 
aussi §tre induite par un traitement a 1 ■ hydroxy-uree . Ceci 
pourrait r^sulte en des taux <§lev6s de L-arginine, qui 
pourrait alors §tre utilis6e comme substrat de la NOS et de 
1 ' amidinotransf 6rase conduisant ainsi a la creatine. 
L'oxyde nitrique (NO) donnerait alors le signal de 
1 ' expression des g£nes foetaux, qui serait alors responsable 
des hauts niveaux de creatine observe dans 1' urine des 
patients atteints de DMD . Les mecanismes envisages ci- 
dessus par les inventeurs, les ont conduit a tester les 
effets de la L-arginine et de composes donneurs de NO sur 
I" expression d'utrophine. Les inventeurs ont ainsi 
demontrer que de fagon remarquable chez les souris adultes 
normales et mdx traitees chroniquement avec de la L- 
arginine, qui est un substrat de la NOS, les taux 
d'utrophine musculaires augmentaient au niveau de la 
membrane tout au long du sarcolemme. Les expereiences 
rapportees ci-apres montre que de fagon surprenante le 
traitement par la L-arginine et SIN-1 (3 
morpholinosydnonimine) , un donneur de NO, augment e les 
niveaux d'utrophine et sa localisation membranaire dans des 
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cultures de myotubes normaux et mdx. Des resultats 
similaires ont ete obtenus avec 1 ' hydroxy-uree . 

I - Methode. 

1) Traitement des souris . 

Trois souris adultes de 18 mois normales 
(lignee C57 BL/6) et trois souris mdx ont regu 
quotidiennement une injection intraperitoneal de 2 00 mg/kg 
de L-arginine pendant trois semaines . Deux autres groupes 
de trois souris adultes ont servi de contr61e et ont regu 
quotidiennement une injection de serum physiologique . 

Les souris ont ete sacrifices par anesth^sie h 
1' ether, le biceps femoris et les muscles semi-tendineux 
ont ete rapidement dissequ6s a partir des membres 
posterieures de chaque animal et congel^s dans de 1 1 azote 
liquide . 

2) Culture cellulaire ■ 

Des myotubes ont ete obtenus a partir d'une 
lignee cellulaire normale (NXLT) et une lignee cellulaire 
mdx comme d«§crit par Liberona et al . (22) et les myotubes 
C2 comme decrit par Inestrosa et al . (19) . 

3) Immunofluorescence . 

In vivo. Apres fixation avec du methanol froid 
(-20°C pendant 10 minutes) , les coupes de 7 |im ont ete 
incubees pendant deux heures avec un anticorps monoclonal 
specif ique de l'utrophine (NCL-DRP 2, Novacastra) (1/10 
vol/vol) dans du PBS contenant 0,1% de saponine et 0,2% 
d'albumine bovine. Le second anticorps marque a la 
fluorosceine (N 1031, Amersham) a ete dilue (1/4 0 00 
vol/vol) dans du PBS contenant 0,1% de saponine et incube 
pendant une heure. 



Feu "'« new.. 

In vitro. Les cultures ont ete traitees comme 
d<§crit pr^cedemment a 1" exception du second anticorps 
marque a la fluorosceine qui a 6te dilue a 1/100 vol/vol. 
La duree d ' incubation a ete de 2 heures pour le premier et 
le second anticorps . 



4) Immunoblottinq . 

Les myo tubes obtenus a partir des lignees NXLT, 
XLT et C2 ont ete homog£neis£s avec un Polytron 
(Kinematica) dans 10 mM Tris-HCl pH 6,8, 1% Triton X-100, 
1% SDS, 0,5% deoxycholate de sodium sur glace. La quantite 
de prot^ines totales a ete determinee par le protocole du 
test prot^ique a l'acide bicinchoninique (BCA; Pierce). Des 
quantit^s equivalentes de proteine ont ete separ£es par 
SDS-Page sur un gel a 5%, puis <§lectrotransf £rer sur une 
membrane de nitrocellulose (Schleicher & Schuell). Les 
membranes ont ensuite <§t£ incubees avec le m§me anticorps 
monoclonal dirig6 contre l'utrophine utilise pour les 
techniques d 'immunofluorescence (1/250 vol/vol). Les 
anticorps fixes ont et6 d^tectes avec un anticorps 
secondaire de ch£vre anti-souris de Sanofi (1/5000 vol/vol) 
li£s a la peroxydase de raifort et r^veles par reaction de 
chimeluminescente (ECL, Amersham Pharmacie Biotech) . 

II - Resultats . 

II sera fait reference dans les resultats qui 
suivent aux illustrations en annexe dans lesquels : 

- La figure 1 represente 1" apparition de 
l'utrophine sous le sarcolemme de souris adultes normales 
et mdx traitees chroniquement avec la L-arginine 
(grossissement X 300) . La figure 1 montre 
1 ' immunolocalisation de l'utrophine sur la membrane des 
muscles des souris normales et mdx traitees a la L- 
arginine. (a) controle correspondant aux souris normales 
ayant regu une injection de serum physiologique ; pas 
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Fig.1 Suite 
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Fig-2 A NXLT 





Fig. 2 A NXLT Suite 
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Fig. 2 A NXLT Suite 
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Fig- 2 B XLT 
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